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                研究目的
 子宮体癌の発生頻度は, 本邦においては最近 10 年間で倍増 し, 今後も増加していくものと考
 えられている。 しかし, 現時点では子宮体癌の発生, 進展に関与する決定的な遺伝子異常につい
 ては明らかになっていない。 また, 癌は複数の遺伝子の異常の蓄積により多段階的に進行するが,
 その中でも癌抑制遺伝子が癌の発生, 進展において重要な役割を演じている。 そこで子宮体癌の
 発生, 進展における遺伝子レベルのメカニズムを解明するため, 未知の癌抑制遺伝子の単離を目
 的に研究を行った。 また, DNA ミスマッチ修復異常は癌の発生に重要な役割をもつことが知ら
 れている。 子宮体癌におけるreplica七ion efror (RER) の頻度, さらに, んMLH1, ん妬S刀2,
 びαηs∫orm`ηg groω漉 ∫αcめr 妙pθn rθ爬μor (R■) の遺伝子異常を解析 し, RER 陽性例に
 おける分子生物学特徴の解明を試みた。
                研究方法と結果
 1) アレ日夕イ プ解析
 まず, 子宮体癌の手術症例 56 例を対象に, 全染色体上の1ケ所以上の領域のマイクロサテラ
 イトマーカー (計42 ケ所) を用い, 染色体欠失 (LOH) 領域を検索した。 20%以上の症例で
 LOH を認めた染色体は 10q, 16q であったが, 特に, 10q25-q26 に存在する D10S587 で高頻度
 (14/30, 47%) の LOHを認めた。 10q25-q26 に子宮体癌の発生, 進展に関与する癌抑制遺伝子
 が存在すると考え, 10q25-q26 を中心に解析を行うことにした。
 2) 第 10番染色体長腕の解析
 D10S587 の領域で高頻度の LOH を認めたことから, 症例を追加し 83 例の子宮体癌を対象に
 10q25-q26 にある 14 ケ所のマイクロサテライ トマーカーを用い詳細な染色体欠失地図を作成し
 た。 その結果, 共通欠失領域はD10S587 とD10S1723 の間の約1センチモルガン (cM) にまで
 限局できた。 この lcM の共通欠失領域をさらに解析するために, 共通欠失領域に存在する YAC
 を選別した。 その結果, 681D11, 765H10, 948C12の3つの YACクローンが同定され, 681D11
 は D10S587 と D10S1723 の領域を持つことが明らかとなった。 パルスフィール ドゲル電気泳動
 で長さを調べ, サブク ローニング したコスミ ドによるクロスハイ ブリ ダイ ゼーションにより解析
 を加えたところ, 得られた共通欠失領域の YAC contig が作成でき, 共通欠失領域は 790キロベー
 ス以下であると考えられた。 さらに, アレロタイ プ解析の結果を染色体 レベルで確認するために



















































































 スミ ドをプローブに して two-color FISH 法を行ったところ, 共通欠失領域における染色体欠失
 を確認できた。 10q25-q26 における LOHと臨床病理学的予後因子との相関を調べた結果, FIGO
 s七age別にみると s七age 間で有意差はなかったが, 組織学的分化度からみると G3 に比べ G1 にお
 いて有意に LOH の頻度が高いという結果が得られ (p=0.03, Fisher's exact 七est), この領域
 に存在する癌抑制遺伝子は G1 の発生, 進展に深く関与していると考えられた。
 3) 子宮体癌における DNA ミスマッチ修復異常の関与
 DNA ミスマッチ修復異常の関与については RER.の頻度と して検出される。 子宮体癌におい
 て40%以上の領域で RER を認めた症例は 83 例中 21 例 (25.3%) で, 子宮体癌において高頻度
 にRER を認めた。 RER 陽性例に対し, SSCP 法, sequencing により 九MLH1 と ん〃SE2 の遺伝
 子変異の検索を行った。 その結果, 1例に んML1丑 のコ ドン642 における2塩基対の欠失を認め
 た。 また, RER 陽性例で有意にRII 遺伝子の変異が高いことが大腸癌で報告されているが, 子
 宮体癌においては Rn 遺伝子の異常は認めなかった。
                結論
 子宮体癌において 10q25-q26の LOH が高頻度に認められ, この領域に癌抑制遺伝子が存在す
 ることが示唆された。 さらに, 共通欠失領域は 790 キ・ロベースにまで限局でき two-color FISH
 法でも染色体欠失が確認できた。 さらに, この領域に存在すると考えられる癌抑制遺伝子は G1
 の発生, 進展に深く関与していると考えられ, また, G1 と G3 の遺伝子レベルでの相違を示す
 結果が得られた。 一方, DNA ミスマッチ修復異常に関しても, RER 陽性は子宮体癌において高
 頻度に (25.3%) 認められた。 DNA ミスマッチ修復遺伝子である ん漉五11 の異常が1例に認め
 られたのみであるが, 子宮体癌の発癌過程にミスマッチ修復異常は関与 していると考えられた。
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 審査結果の要旨
 子宮体癌の発生頻度は年々増加しており, 臨床的にも重要な疾患であるが, 今後, 適切な診断
 や治療法の選択を行う上で遺伝子レベルでの情報が重要になってくると考えられる。 しか し,
 ρ53 や た一rαs などの既知の遺伝子異常の頻度は 10～30%程度であり, その発癌メ カニズムは充分
 には解明されていない。 また, 癌は複数の遺伝子異常が蓄積し段階的に浸潤癌に進展すると考え
 られているが, その中でも癌抑制遺伝子が重要な働きを していることが知られている。 さらに,
 DNA の複製の際に生じた遺伝子異常を修復する機能である DNA ミスマッチ修復システムの異
 常が遺伝子異常の頻度を上昇させる結果を引き起こすことが注目されている。 本研究では, 未知
 の癌抑制遺伝子の同定とDNA ミスマッチ修復異常の面から子宮体癌の発生, 進展に関与する遺
 伝子異常の解明を行っている。
 未知の癌抑制遺伝子を単離するために, 初めにアレロタイ プ解析を用い染色体欠失領域を検索
 しているが, アレロタイ プ解析の結果からこれまで DPσ4 や PT酊WM砿4 σ1 等の重要な癌抑制
 遺伝子が単離されており, 確立された普遍性のある研究手法である。 56 例の子宮体癌手術症例
 を用いたアレロタイ プ解析の結果, 子宮体癌において第 10 番染色体長腕が高頻度に (13/30,
 47%) 欠失 していることが明らかになった。 さらに症例数を追加し 83 例で解析をすすめたとこ
 ろ, 染色体欠失領域はD10S587 と D10S1723 の間の1センチモルガンに限局でき, また, この
 1セ ンチモルガンを酵母人工染色体な どにより解析 した結果, 未知の癌抑制遺伝子の存在領域は
 790 キロベース以下であることが明かとなった。 加えて, アレロタイ プ解析で得られた共通欠失
 領域については two-color FISH 法でも染色体欠失を確認 しており, より信頼度の高い研究結果
 を得ている。 また, DNAミスマッチ修復異常は replication error として検出されているが, 子
 宮体癌における replication error の頻度は 25.3% (21/83) と高頻度であり, 子宮体癌の発生,
 進展に DNA ミスマッチ修復異常が深く関与 していることを明らかに している。
 第 10 番染色体長腕の欠失と組織学的分化度についての相関では高分化型の子宮体癌では低分
 化型の子宮体癌に比べ有意に欠失の頻度が高く, この結果, 低分化型子宮体癌は高分化型子宮体
 癌から段階的に進展する ものではないことを示唆 している。 このことは子宮体癌の進展を解明す
 る上での重要な知見であ り, 臨床的側面からみても非常に興味深い研究結果である。
 本研究は子宮体癌の発生, 進展に関与する遺伝子異常を解析したものであり, その目的が明確
 であ り, 解析に用いられた手法も確立されたものである。 解析結果は最終目的である癌抑制遺伝
 '子の単離には至っていないが, 明確で信頼性が高く, その多くの部分は世界的にも報告がなく新
 規性を有 しており, 医学博士の学位に十分値するものと評価する。
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